CHEMISTRY AND CHEMICAL ENGINEERING
Volume 2019

Number 4

Article 27

December 2019

Obtaining of the “green flourecent protein - gfp” in yeast of Pichia
pastoris as repoter of heterological protein expression
ASHIRОV Оybek
Institute of the Chemistry of Plant Substances, Tashkent, Uzbekistan, oybek2425@mail.ru

SASMAKОV Sobirdjan
Institute of the Chemistry of Plant Substances, Tashkent, Uzbekistan, sasmakov@web.de

ABDURAKHMANОV Jaloliddin
Institute of the Chemistry of Plant Substances, Tashkent, Uzbekistan, jaloliddin0919@mail.ru

HASANОV Shuhrat
Institute of the Chemistry of Plant Substances, Tashkent, Uzbekistan, sh.sh.hasanov@mail.ru

Follow this and additional works at: https://cce.researchcommons.org/journal
Part of the Biochemical and Biomolecular Engineering Commons

Recommended Citation
Оybek, ASHIRОV; Sobirdjan, SASMAKОV; Jaloliddin, ABDURAKHMANОV; and Shuhrat, HASANОV (2019)
"Obtaining of the “green flourecent protein - gfp” in yeast of Pichia pastoris as repoter of heterological
protein expression," CHEMISTRY AND CHEMICAL ENGINEERING: Vol. 2019: No. 4, Article 27.
Available at: https://cce.researchcommons.org/journal/vol2019/iss4/27

This Article is brought to you for free and open access by Chemistry and Chemical Engineering. It has been
accepted for inclusion in CHEMISTRY AND CHEMICAL ENGINEERING by an authorized editor of Chemistry and
Chemical Engineering.

BIOCHEMICAL AND BIOMOLECULAR ENGINEERING
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OBTAINING OF THE “GREEN FLOURECENT PROTEIN - GFP” IN YEAST OF
PICHIA PASTORIS AS REPOTER OF HETEROLOGICAL PROTEIN EXPRESSION
Оybek ASHIRОV (oybek2425@mail.ru), Sobirdjan SASMAKОV (sasmakov@web.de),
Jaloliddin ABDURAKHMANОV (jaloliddin0919@mail.ru), Shuhrat HASANОV (sh.sh.hasanov@mail.ru), Shakhnoz AZIMОVA
Institute of the Chemistry of Plant Substances, Tashkent, Uzbekistan
Based on pPIC3.5 and pPIC9 yeast vectors the recombinant plasmid DNA pPIC3.5-GFP (8464 bp) and pPIC9-GFP (8718
bp) containing cDNA (719 bp) of Green fluorescent protein (GFP) were cloned. The obtained plasmids were transformed into yeast
cells of the GS115 Pichia pastoris strain. Transformants are selected on histidine-deficient medium. Recombinant clones of pPIC3.5GFP and pPIC9-GFP were identified by detecting cell fluorescence. GFP expression in yeast is confirmed by green fluorescence.
Using electrophoresis in PAAG the molecular weight of the synthesized protein (≈27 kDa) is determined. The resulting reporter constructs and recombinant strains can be used to study the expression level of various recombinant proteins in Pichia pastoris cells.
Keywords: GFP, transfer vectors, recombinant plasmids, cloning, expression, PCR, Pichia pastoris

ПОЛУЧЕНИЕ «ЗЕЛЁНОГО ФЛУОРЕСЦЕНТНОГО БЕЛКА - GFP» В ДРОЖЖАХ
PICHIA PASTORIS КАК РЕПОРТЕР ЭКСПРЕССИИ ГЕТЕРОЛОГИЧНЫХ БЕЛКОВ
Ойбек Норбой угли АШИРОВ (oybek2425@mail.ru), Собирджан Анарматович САСМАКОВ (sasmakov@web.de),
Жалолиддин Мирджамильевич АБДУРАХМАНОВ (jaloliddin0919@mail.ru),
Шухрат Шавкатович ХАСАНОВ (sh.sh.hasanov@mail.ru), Шахноз Садыковна АЗИМОВА
Институт химии растительных веществ, Ташкент, Узбекистан
На основе дрожжевых векторов pPIC3.5 и pPIC9 клонированы рекомбинантные плазмидные ДНК pPIC3.5-GFP
(8464 п.н.) и pPIC9-GFP (8718 п.н.), содержащие к ДНК зеленного флуоресцентного белка (GFP) размером 719 п.н. Полученные плазмиды трансформированы в клетки дрожжей штамма GS115 Pichia pastoris. Трансформанты отобраны
на среде с дефицитом гистидина. Рекомбинантные клоны pPIC3.5-GFP и pPIC9-GFP изучены путём детектирования
флуоресценции клеток. Экспрессия GFP в дрожжах подтверждена ярко-зелёной флуоресценцией. С помощью электрофореза в ПААГ определена молекулярная масса синтезированного белка (≈27 кДа). Полученные репортерные конструкции и рекомбинантные штаммы могут быть использованы для исследования уровня экспрессии различных рекомбинантных белков в клетках Pichia pastoris.
Ключевые слова: GFP, трансферные векторы, рекомбинантные плазмиды, клонирование, экспрессия, ПЦР, Pichia pastoris

PICHIA PASTORIS ACHITQISIDA “GFP -YASHIL FLUORESTSENT OQSILNI”
GETEROLOGIK OQSILLAR EKSPRESSIYASINING REPORTERI SIFATIDA OLISH
Оybek Norboy oꞌgꞌli ASHIRОV (oybek2425@mail.ru), Sobirdjan Anarmatovich SASMAKОV (sasmakov@web.de),
Jaloliddin Mirjamilyevich ABDURAXMANОV (jaloliddin0919@mail.ru),
Shuhrat Shavkatovich XASANОV (sh.sh.hasanov@mail.ru), Shaxnoz Sadikovna AZIMОVA
O’simlik moddalari kimyosi instituti, Toshkent, O’zbekiston
PPIC3.5 va pPIC9 achitqi vektorlari asosida yashil flourestsent oqsil (GFP) 719 bp ga teng kDNKni saqlovchi rekombinat
plazmid DNK pPIC3.5-GFP (8464 bp) va pPIC9-GFP (8718 bp) klonlashtirildi. Olingan plazmidalar GS115 Pichia pastoris achitqi
hujayralariga transformatsiya qilindi. Transformantlar gistidin taqchil ozuqa muhitida tanlab olindi. Rekombinant pPIC3.5-GFP va
pPIC9-GFP klonlari hujayra flourestsentsiayisini detektsiyalash orqali o’rganildi. Achitqilardagi GFP ekspressiyasi yorqin yashil
flourestsentsiya bilan tasdiqlandi. PAAG elektroforezi yordamida sintezlangan oqsilning molekulyar massasi (≈27 kDa) aniqlandi.
Ushbu olingan reporter konstruktsiya va rekombinant shtammlardan Pichia pastoris hujayralaridagi turli xil rekombinant oqsillar
ekspressiya darajasini tadqiq etishda foydalanish mumkin.
Каlit so’zlar: GFP, transfer vektorlar, rekombinant plazmidalar, klonlash, ekspressiya, PCR, Pichia pastoris

Введение
Разработка новых, эффективных способов получения биологически активных белков
(интерфероны, инсулин, гормоны роста,
эритропоэтин, поверхностные белки для создания вакцин и мн. др.) которые в настоящее
время могут быть получены только в живых
системах является актуальной задачей. Одной
из прогрессивных систем экспрессии, позволяющих получить рекомбинантные белки, является дрожжевая система Pichia pastoris.
Pichia pastoris представляет собой метилотрофные дрожжи, способные метаболизировать метанол в качестве источника углерода [1
-4]. Накопление значительной биомассы при
культивировании на недорогих питательных
средах, отсутствие эндотоксинов и пирогенов,
высокий уровень синтеза рекомбинантных
белков и способность синтезировать рекомбинантный белок в питательную среду и другие
особенности делают её оптимальным в про-
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мышленном использовании, по сравнению с
другими эукариотическими системами экспрессии, например, таких как культура тканей
млекопитающих [5-10]. Выход рекомбинантных белков в большой степени зависит от используемых для их экспрессии генетических
конструкций [11-17]. В настоящее время доступны различные векторы для использования
в этой системе экспрессии. GFP (Green Fluorescent Protein) - белок молекулярной массой
около 27 кДа, выделенный из медузы
Aequorea victoria, который флуоресцирует
зеленым цветом под воздействием УФ-света.
GFP малотоксичен для клеток, устойчив к
действию протеиназ и высоких температур,
оказывает минимальное влияние на подвижность и локализацию гибридного белкапартнера. Ген, кодирующий зеленый флуоресцентный белок, в сочетании с различными регуляторными элементами широко используется в качестве репортерного гена при молеку-
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лярном клонировании для исследования экспрессии различных белков [18, 19]. Мы получили новые рекомбинантные плазмиды
pPIC3.5-GFP и pPIC9-GFP, кодирующие белок
GFP в дрожжах Pichia pastoris, с последующим использованием их в качестве «моделей»
для исследования уровня экспрессии различных белков.
Методы исследования
В экспериментах использовались ферменты и реагенты фирм New England Biolabs,
Invitrogen (США), Sigma-Aldrich, Panreac
(Германия), SBS Genetech (Китай), БИОССЕТ
(Россия), Himedia (Индия). Конструирование
праймеров проводили с помощью программ
Primer Express 3.0, Oligo Analyzer и SnapGene.
Синтез праймеров проводили методом фосфорамидитов [20] на синтезаторе ASM-2000.
Подготовка векторов и вставки (гена)
для лигирования. Препаративное выделение
трансферных векторов ДНК pPIC3,5 и pPIC9,
введённые в клетки E.coli штамма Neb-5α проводили методом щелочного лизиса с последующей депротеинизацией смесью фенолхлороформ [21]. 1 мкг векторных плазмид
pPIC3.5 и pPIC9 обрабатывали последовательно рестриктазами BamHI/EcoRI и XhoI/EcoRI
фирмы "New England Biolabs" (США) в соответствующих условиях [21]. Линейные ДНК
длиной 7745 п.н. и 7999 п.н. выделяли после
электрофореза в 0,7% агарозном геле методом
электроэлюции, кДНК гена GFP (вставка),
размером 719 п.н. амплифицировали методом
ПЦР, используя в качестве матрицы рекомбинантную плазмиду pBacPAK8-polh-EGFP, депонированного в лаборатории молекулярной
генетики ИХРВ АН РУз.
Лигирование векторов со вставкой, и
трансформация клеток E.coli лигазной смесью. Лигирование векторов pPIC3,5 и pPIC9 с
целевой вставкой осуществляли в минимальном объёме (10 мкл) в молярном соотношении
1:10 соответственно с помощью ДНК-лигазы
фага Т4. Реакция проходила при 16ºС в течение
ночи. Лигазной смесью трансформировали компетентные клетки E.coli бесплазмидного штамма NEB-5a, полученные по методике [21].
Идентификация ДНК рекомбинантных
клонов. Молекулярную массу плазмидной
ДНК, выделенной из клонов, полученных после трансформации лигазной смесью, определяли методом электрофореза в агарозном геле.
Клоны, содержащие ДНК с молекулярной массой: 8,464 и 8,718 т.п.н. исследовали с помощью ПЦР анализа. Результаты амплификации
анализировали с применением метода электрофореза в 1% агарозном геле. ДНК рекомбинантных клонов, положительных по ПЦР подвергали рестриктному анализу. Для этого про-
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водили сравнительное картирование рекомбинантных клонов и исходной векторной плазмиды pPIC3,5 и pPIC9 по сайту EcoRI. Молекулярную массу полученных фрагментов
определяли методом электрофореза в 0,7%ном агарозном геле. В качестве маркера молекулярной массы использовали 1 Kb Plus DNA
Ladder фирмы Invitrogen.
Визуализация GFP-специфичной флуоресценции в клетках. Для идентификации рекомбинантных клонов pPIC3.5-GFP и pPIC9GFP использовали инвертированный флуоресцентный микроскоп Leica DMIL Fluo, источник UV-света и GFPS флуоресцентный
фильтр. Клетки Pichia pastoris, трансформированные рекомбинантными плазмидами, в ультрафиолетовом спектре излучали
GFPспецифическую флуоресценцию, тогда как
клетки, не содержащие кассету экспрессии
целевого гена таким свойством, не обладают,
и лунки планшета остаются темными.
Электрофорез в ПААГ. Для проведения
электрофореза в полиакриламидном геле
(ПААГ) использовали очищенную фракцию
белков, полученных из лизатов клеток после
96 ч. культивирования. Количество наносимых образцов - 20 мкл в лунку геля. Напряжённость электрического поля составляла 100
V. После разделения смеси белков гель окрашивали 0.025% Coomassie brilliant blue R. По
прошествии 15-20 минут гель промывали 7%
раствором ледяной уксусной кислоты и анализировали полученную картинку.
Результаты и обсуждение
Рекомбинантные плазмидные ДНК созданы на основе трансферных векторов pPIC3.5
(7751 п.н.) и pPIC9 (8023 п.н.), содержащих нуклеотидные последовательности генома Pichia
pastoris, в том числе промотора AOX1, HIS4 и
др. Кроме того, pPIC9 дополнительно содержит
сигнальные последовательности альфа-фактора
(249 п.н.) для секреции экспрессируемого белка
в питательную среду.
Для клонирования, в соответствии с физической картой векторы последовательно подвергались гидролизу рестриктазами BamHI, XhoI и
EcoRI:
BamHI: 5´-G↓GATCC-3´ (pPIC3.5)
3´-CСTAG↓G-5´
XhoI: 5’-C↓TCGAG (pPIC9)
3´-GAGCT↓С-5´
EcoRI: 5´-G↓AATTC-3´(pPIC3.5 и pPIC9)
3´-CTTAA↓G-5´
В результате были получены фрагменты
векторов pPIC3.5 и pPIC9 с "липкими" концами,
позволяющие провести «направленное» лигирование. Линейние ДНК длиной 7745 п.н. и 7999
п.н. выделяли после электрофореза в 0,7%-ном
агарозном геле методом электроэлюции [21].
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Рисунок 1. Гель электрофорез амплификатов ПЦР.

Во избежание замыкания векторов была
проведена их обработка щелочной фосфатазой.
кДНК гена GFP, размером 719 п.н. амплифицировали с помощью ПЦР (рис. 1).
Для этого методом твердофазного фосфорамидитного синтеза [13] нами были синтезированы следующие олигонуклеотиды: BamHI-5’GAA GGA TCC ATG GTG AGC AAG GGC GA3’, XhoI-5’-TCT CTC GAG ATG GTG AGC AAG
GGC GA-3’, EcoRI-5’-AGG GAA TTC CTT GTA
CAG CTC GTC CAT G-3’.
В качестве матрицы использовали рекомбинантную плазмиду pBacPAK8-polhEGFP, содержащую данный ген. Затем кДНК
была последовательно обработана рестриктазами BamHI, XhoI и EcoRI с целью
образования сайт специфичных участков для
клонирования в
трансферные векторы.
Соответствующий фрагмент кДНК, после
обработок извлекали из 0,7% агарозного геля
и лигировали с подготовленным вектором в
молярном соотношении 1:10 (вектор: вставка)

с применением ДНК-лигазы фага Т4. Далее
лигазной
смесью
трансформировали
компетентные клетки штамма Escherichia coli
NEB-5a [21]. Скрининг рекомбинантных клонов E. coli проводили методом ПЦР и рестрикционным анализом.
Штамм GS115 P. pastoris трансформировали полученными рекомбинантными плазмидами pPIC3.5-GFP и pPIC9-GFP, линеаризованными в области HIS4 нуклеазой SacI.
Трансформанты (His+) были отобраны на среде с дефицитом гистидина.
Идентификацию рекомбинантных клонов pPIC3.5-GFP и pPIC9-GFP производили по
экспрессии репортерного гена GFP путем визуализации GFP-специфической флуоресценции (рис. 2).
Несколько отобранных колоний трансформантов культивировали до стадии экспоненциальной фазы (ОП=2 при 600 нм) в среде,
содержащей глицерин.
Экспрессию индуцировали добавлением
метанола до конечной концентрации 0,5% в
течение 96 ч. культивирования. Экспрессия
GFP в дрожжах была подтверждена яркозелёной флуоресценцией (рис. 2). Электрофорез в ПААГ и дальнейший иммуноблот показали, что белок имеет ожидаемую молекулярную массу (≈27 кДа).
Заключение
Клонированы рекомбинантные плазмидные ДНК pPIC3.5-GFP и pPIC9-GFP, кодирующие зелёный флуоресцентный белок (GFP). На
их основе получены рекомбинантные штаммы
GS115 Pichia pastoris, продуцирующие данный белок. Полученные плазмиды и рекомбинантные штаммы могут быть использованы
для исследования уровня экспрессии различных рекомбинантных белков в клетках
дрожжей Pichia pastoris.

Рекомбинантные клетки GFP
(ярко-зелёный цвет)

Рисунок 2. Визуализация рекомбинантных клонов
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